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RESUMO
A Fibrose Cística (FC) é uma doença hereditária autossômica, recessiva e letal que
apresenta certas dificuldades na realização do diagnóstico precoce e preciso. Devido ao
comprometimento patológico essa doença assume grande importância e o diagnóstico
precoce é decisivo para um melhor prognóstico. Este estudo teve por objetivo determinar a
composição inorgânica e análise proteômica da saliva total de indivíduos com FC e
identificar biomarcadores para uso no diagnóstico da doença.
Foram coletadas amostras de saliva de habitantes da região Centro Oeste do
Brasil: 12 indivíduos homozigotos para a mutação ?•F 508 (4 mulheres, 8 homens), 12
heterozigoto para ?ýF 508 (5 mulheres, 7 homens), 13 indivíduos com FC com mutações não
identificadas (6 mulheres, 7 homens), 8 indivíduos com diagnóstico duvidosos para FC ( 5
mulheres, 3 homens) e 43 indivíduos saudáveis (23 mulheres e 20 homens). Indivíduos com
dúvida no diagnóstico para FC ou que não cumpriram os requisitos para compor o grupo
controle foram excluídos das análises. Os teores dos elementos traço Al, As, B, Ba, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn na saliva foram
avaliados por espectrometria de massa com plasma de argônio acoplado indutivamente
(ICP-MS), espectrometria de emissão óptica com plasma de argônio acoplado indutivamente
(ICP-OES) e espectrometria de absorção atômica (AAS). O perfil protéico foi estudado por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE),
por eletroforese bidimensional (2-DE) e análise de bases peptídicas por espectrometria de
massa (MS/MS).
Os elementos Na e K apresentaram, em média, teores mais elevados, enquanto, V,
Cr e Se menos elevado quando comparados a indivíduos saudáveis, o elemento As foi
detectado apenas no grupo de indivíduos saudáveis (p<0,05). Nas análises por eletroforese,
o grupo com FC apresentou uma banda nítida de massa molecular de 38 kDa, não
visualizada nos indivíduos sem a doença. A espectrometria de massa identificou a uma
imunoglobulina (IgA), a qual esta visivelmente expressa nos indivíduos com FC.
Existe diferença significante entre a saliva de indivíduos com FC e às de indivíduos
saudáveis. Foi também identificado diferenças no perfil protéico. Com os resultados deste
trabalho podemos inferir que a saliva total estimulada é uma fonte potencial para estudos
que possam corroborar no desenvolvimento de um método de diagnóstico precoce e preciso
da FC.
PALAVRAS-CHAVE: Fibrose Cística; saliva; íons salivares; biomarcadores; proteínas.
Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer
Abstract
Cystic Fibrosis (CF) is an autossomic recessive lethal inherited disease that
presents certain difficulties for an early and accurate diagnosis. Due to its pathological
character this disease assumes great importance and early diagnosis is of paramount
importance for a good prognostic. The objective of this study was to determine the inorganic
composition and the proteomic analysis of stimulated whole saliva obtained from CF and
identify biomarkers for CF diagnosis.
Samples were collected from individuals living in the Brazilian West Central Region:
12 homozygous for mutation ?•F 508 (4 females; 8 males); 12 heterogeneous for mutation ?•F
508 (4 females; 8 males); 13 with unidentified CF mutations (6 females; 7 males); 8 with
doubtful CF diagnosis (5 females; 3 males); and 43 healthy individuals (23 females; 20
males) for the control group. Samples from individuals with doubtful diagnosis as well as
from those that did not fulfill the basic requirements to compose the control group were
discarded. Concentration of trace elements Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg,
Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn were evaluated using mass spectrometer with
inductively coupled argonium plasma (ICP-MS), optical emission spectrometer with
inductively coupled argonium plasma (ICP-OES), and atomic absorption spectrometer (AAS).
Protein profile was accessed by polyacrylamide gel electrophoresis 15% in presence of
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE), by bidimensional electrophoresis (2D), and analysis
of the peptide bases by mass spectrometry (MS)
In every analyses, results obtained for CF individuals were compared to those for
healthy subjects. Average concentration values for Na and K were higher in CF patients as
compared to healthy individuals. In contrast, V, Cr, and Se, were lower. Element As was
detected only in the healthy group (p<0,05). In the SDS-PAGE analysis CF patients
presented a distinct band with molecular mass between 30 and 45 kDa not visualized in the
healthy subjects. By 2D electrophoresis associated with mass spectrometry it was possible
to identify a heavy chain immunoglobulin (C region) of Iga¥(IgA) clearly visible in CF patients.
There were significant differences between saliva from healthy and CF individuals
as well as in their protein profile. Results obtained in the present study indicate that
stimulated whole saliva is a potential source for studies that may corroborate the
development of an early and accurate screening method.
Key words: Cystic Fibrosis; saliva; salivary ions; biomarkers; proteins.
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INTRODUÇÃO
A Fibrose Cística (FC) torna-se relativamente freqüente se somarmos a
incidência das quase 1600 mutações, acometendo indivíduos homozigotos,
heterozigotos e portadores de mutações no gene cystic fibrosis transmembrane
regulator (CFTR). É mais comum em caucasianos e sem história de FC na família a
chance de ser portador da doença é de 1 em 25 (Heller, 2005). Estudos clínicos e
moleculares se combinam com a finalidade de atingir uma melhor compreensão da
fisiopatologia e da bioquímica da FC com vistas ao desenvolvimento de um
tratamento que recupere a expressão correta do gene ou que regule o sistema de
transporte de íons. Terapia genética ainda não está disponível, sendo comumente
indicado o tratamento pré-sintomático, para minimizar infecções pulmonares e
controlar deficiências enzimáticas (Cabello, 2008). O diagnóstico precoce tem sido
determinante na eficácia do tratamento, contribuindo para melhorar a qualidade de
vida e a sobrevida do paciente. É importante que os clínicos estejam preparados
para o diagnóstico que envolve além dos testes disponíveis, um bom conhecimento
dos sinais, sintomas clínicos e história familiar pregressa. Isso tem motivado à busca
de alternativas viáveis e simples para o diagnóstico precoce.
A CFTR é essencial para o transporte de íons através da membrana
celular, estando envolvida na regulação de fluxo de Cl, Na e água (Ribeiro et al,
2002).
Este trabalho baseia-se no pressuposto de que portadores de FC
possuem alteração na composição salivar devido à alteração no transporte de Cl e
Na. Pouco se sabe sobre a composição salivar e correlações com a bioquímica e o
diagnóstico da doença. Esse conhecimento pode ser usado para melhor elucidação
da FC.
Fibrose Cística
A FC, ou mucoviscidose, é uma doença autossômica recessiva, letal, com
freqüência estimada variando entre 1/2000 e 1/3000 nascimentos de caucasianos
em vários países (Heller, 2005; Davies, 2006) e menos freqüente entre negros e
asiáticos (ABRAM, 2008). É causada por mutações no gene CFTR, identificado e
clonado em 1989, está situado no cromossomo 7q31.2 (Mishra et al, 2006) e codifica
uma glicoproteína transmenbrana, que atua no transporte eletrolítico na membrana
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apical de células epiteliais, funcionando como um canal de cloreto dependente da
adenosina monofosfato cíclico (AMPc) (Sermert-Gaudelus et al, 2006). Uma deleção
de três pares de bases, resultando na ausência do aminoácido fenilalanina na
posição 508 da proteína, mutação comumente designada DF508, está presente em
cerca de 70% dos indivíduos com FC (Davies, 2006). Atualmente na Cystic Fibrosis
Mutation Database Statistics (CFMDB Statistics), apenas o estudo de Raskim et al
(1993), aborda estatisticamente a ocorrência na população brasileira das 24
mutações mais comuns na FC, onde a mutação ?»F 508 foi encontrada em 47% dos
casos.
A seguir é apresentada parte de uma descrição histórica dos maiores
achados na pesquisa da FC, como descrita por RIBEIRO et al (2002).
· Séc. XVIII Folclore Europeu: Crianças com suor salgado morriam
precocemente
· 1938: Dorothy Andersen descreveu as características clínicas,
anatomopatológicas e epidemiológicas da FC
· 1955: Foi criada, nos EUA, a Cystic Fibrosis Foundation.
· 1959: Padronização do teste do suor por Gibson & Cooke, padrão
áureo para o diagnóstico da FC até hoje
· 1979: Crossley demonstrou o aumento, no sangue, da tripsina
imunorreativa
· 1985: O gene responsável pela FC foi localizado
· 1989: O gene foi clonado e seqüenciado
Homens e mulheres caucasianos sem história de FC na família teriam 1
chance em 25 de serem portadores. Se ambos os pais são portadores, o
aconselhamento genético deve mostrar que em cada gravidez existe 1 chance em 4
de nascer um filho com FC e 50% de chance de nascer um portador (Heller, 2005).
O resultado das mutações no gene CFTR é o transporte defeituoso de
cloreto nas células. A redução ou eliminação da excreção de cloreto através do
canal CFTR, provoca maior fluxo de íon sódio para preservar o equilíbrio
eletroquímico e, consequêntemente de água, por ação osmótica. Isso produz
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secreções desidratadas e viscosas, associadas com obstrução, destruição e fibrose
de vários ductos exócrinos (Ribeiro et al, 2002; Mishra et al, 2005).
Mishra et al (2005), relatam que mutações diferentes causam diferentes
defeitos na produção e função da proteína e baseados em extensa revisão de
literatura, descreveram a classificação das mutações em 6 classes:
· Classe I – defeito na síntese de proteína: Mutações nesta classe
incluem os fenótipos de FC mais graves resultando em nenhuma proteína
sintetizada.
· Classe II – defeito no processamento da proteína: Estas
mutações resultam em uma proteína CFTR que não trafega para a
localização celular correta devido ao mau dobramento da proteína.
· Classe III – mutação de regulamento defeituoso: Neste caso a
proteína é produzida, trafega até a membrana da célula, mas não responde a
estimulação da AMPc.
· Classe IV – condução defeituosa: O gene CFTR codifica uma
proteína que trafega corretamente até a membrana da célula e responde à
estímulos mas gera uma corrente de cloreto reduzida
· Classe V – quantidade reduzida: Estas mutações produzem uma
quantia reduzida e baixo nível de proteína funcional que é translocada para a
membrana da célula.
· Classe VI – estabilidade reduzida da proteína: Esta classe de
mutação foi introduzida recentemente e nela inclui mutações que causam o
comprometimento da proteína CFTR.
As mutações do gene CFTR são consideradas severas ou brandas.
Dependendo da maneira como a proteína funcional é afetada o transporte de cloreto
não ocorre ou fica diminuído. Geralmente, mutações severas resultam na falha da
síntese protéica ou no bloqueio do processo, e mutações brandas causam alteração
na condutância ou a síntese reduzida da proteína. As variações do gene CFTR
podem ser divididas em classes de acordo com a implicação fisiológica (Figura 1)
(Mishra et al, 2005; Kerem & Kerem; 1996).















Figura 1 – Classificações das mutações no gene CFTR
A Tabela 1 mostra as mutações encontradas com maior freqüência dentro
de cada classe. De acordo com a literatura, outras mutações representam menos
que 1% dos casos (Mishra et al, 2005; Mateu et al, 2002; Mesquita, 2001).
Tabela 1 – Mutações encontradas nas diferentes classes
Classe I G542X
Classe II ?F 508, N1303K
Classe III G551D, S1255P
Classe IV R117H, R334W, R347P
Classe V A455
A FC afeta as células epiteliais de vários órgãos e suas manifestações
clínicas incluem: doença pulmonar obstrutiva crônica em quase todos os indivíduos
afetados; insuficiência pancreática em 80% dos casos; íleo meconial em 17% dos
recém-nascidos; diabetes mellitus associada à doença pancreática em 20% dos
adultos; doença obstrutiva do trato biliar em 15% a 20% dos indivíduos; e
azoospermia em mais de 90% dos homens afetados (Ribeiro et al, 2002; Davis & di
Sant'Agnese, 1984; Sólis et al , 2007)
Os sintomas respiratórios surgem no primeiro ano de vida. Um muco
espesso anula a função ciliar do epitélio brônquico e, pela obstrução das vias aéreas
inferiores, criam-se condições propícias as infecções. Os indivíduos com FC são
propensos a desenvolver colonizações no trato respiratório pelos microorganismos
Staphilococus aureus e Haemophilus influenzae nos estágios iniciais da doença e,
Adaptado de: Roche®, São Paulo, 2003.
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posteriormente, por Pseudomonas aeruginosa (Davies, 2006; Cannon et al, 2003).
Alguns indivíduos têm sido colonizados por Escherichia coli e Burkholderia cepacia,
sendo a infecção por este último, devido a sua resistência à maioria dos antibióticos
conhecidos, o pior fator do prognóstico desses indivíduos (Davies, 2006).
As complicações gastrointestinais da FC incluem várias anormalidades
digestivas e deficiências nutricionais, incluindo insuficiência pancreática, íleo
meconial, síndrome de obstrução intestinal distal, doença hepática, dificuldade de
manutenção da massa óssea, osteoporose precoce e diabetes mellitus, sendo o
baixo peso corporal e a perda de massa óssea considerados os maiores problemas
de adultos com FC (Mishra et al , 2005).
O íleo meconial, um acúmulo de muco viscoso que pode ser encontrado
no intestino delgado de bebês, pode causar obstrução do intestino delgado e ser a
mais precoce manifestação da FC (Bonucci & Neto, 2003; Schosield & Cotran,
1996).
As glândulas salivares estão frequentemente envolvidas com alterações
histológicas, dilatação progressiva dos ductos, metaplasia escamosa do epitélio de
revestimento e atrofia glandular seguida de fibrose (Schosield & Cotran, 1996).
Nos quarenta anos após as primeiras descrições da FC, ocorreram
mudanças acentuadas no seu prognóstico. A média de vida dos indivíduos afetados
aumentou para dez vezes mais e a qualidade de vida melhorou imensamente. Esse
aumento na sobrevida tem sido atribuído a vários fatores, incluindo diagnóstico
precoce, aperfeiçoamento na conduta nos casos de íleo meconial, melhor
administração de dietas e complementação com enzimas pancreáticas, fisioterapia
freqüente, desenvolvimento de potentes antibióticos e centros especializados de
tratamento com abordagem multidisciplinar (Merelle et al, 2001).
Diagnóstico
Segundo Ribeiro et al (2002), por ordem de especificidade, o diagnóstico
de FC deveria ser realizado: (1) pelo achado de duas mutações no gene FC, ou (2)
por dois testes do suor alterados, ou (3) pela presença de pelo menos uma das
seguintes manifestações clínicas: doença pulmonar obstrutiva / supurativa ou sinusal
crônica; insuficiência pancreática exócrina crônica; história familiar de FC. Como
métodos de triagem os autores citam: a triagem neonatal pelo método da tripsina
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imunorreativa (IRT), ou a medida da diferença de potencial na mucosa nasal,
método pouco difundido na rotina diagnóstica.
Análise genotípica (DNA)
A descoberta do gene da FC, na década de 80, trouxe melhor
entendimento sobre a doença e proporcionou um novo método de diagnóstico. A
análise da mutação genética é usada para: identificar o portador; para o diagnóstico
pré-natal e gravidez de risco; e para programas de triagem neonatal (Mesquita,
2001).
Teste do suor
Gibson & Cooke (1959) apud Mishra et al (2005) desenvolveram o Teste
do Suor que se tornou o padrão áureo para o diagnóstico da FC, com elevada
sensibilidade e especificidade (Ribeiro et al, 2002; Mishra et al, 2005; CFF, 2006). O
suor localizado é estimulado por iontoforese por pilocarpina. Uma corrente elétrica é
aplicada sobre uma área selecionada na pele, por não mais que 5 minutos. A coleta
pode ser feita usando gaze, filtro de papel ou um dispositivo coletor Wescor
Macroduct®. Deve ser coletado em, no máximo, 30 minutos e em não menos que 20
minutos. Para assegurar maior precisão é requerida uma taxa de secreção de, no
mínimo, 1g/m2/min. Volumes insuficientes de suor não devem ser misturados e,
nesse caso, um novo teste deve ser feito, selecionando uma nova área para coleta
do material. Para as análises de sódio e cloreto, respectivamente, os métodos
colorimétrico (espectrofometria) e espectrometria de absorção atômica são
considerados aceitáveis (CFF, 2006).
O resultado é positivo quando a concentração de cloro é maior que 60
mmol/L. Os níveis considerados normais vão até 40 mmol/L. Adolescentes e adultos
jovens podem ter valores mais elevados e, por isso, resultados entre 45 e 60 mmol/L
são considerados duvidosos, devendo ser repetidos. Pela gravidade da doença e
pelo seu prognóstico, o diagnóstico de FC somente poderá ser confirmado com dois
testes positivos, realizados em momentos diferentes. Não existe correlação entre a
concentração de íons no suor e a gravidade da doença (Ribeiro et al, 2002; CFF,
2006; Coakley et al, 2006).
Esse teste é seguro em aproximadamente 98% dos indivíduos com FC.
Contudo, sua aplicação em bebês é mais difícil devido à coleta insuficiente de suor e
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à elevada concentração de eletrólitos nas primeiras 24 horas de vida (Mishra et al,
2005). Por esse motivo, o teste do suor não é realizado em bebês com menos de
duas semanas de idade ou pesando menos que 3 kg (Coakley et al, 2006).
Tripsinogênio imunorreativo (IRT)
A triagem neonatal para FC emprega a medida do tripsinogênio
imunorreativo (IRT) (Southern & Littlewood, 2003; Southern, 2004). Entretanto, esse
teste tem sido assunto de discussão, principalmente por causa de resultados
controversos e das taxas observadas de falsos positivos (0,5%) e falsos negativos
(até 20%) (Cabello, 2003). Apresenta, também, a desvantagem de ser um teste
restrito aos dois primeiros meses de vida, devido à diminuição natural da
concentração de tripsinogênio após o nascimento. Outro problema relacionado a
resultados falso-negativos no IRT é que, provavelmente, os indivíduos com FC não
detectados, não serão submetidos a outros testes, como, por exemplo, o de DNA
(Mishra et al, 2005; Cabello, 2003, Santos et al, 2005). O IRT neonatal para FC
consiste na coleta de uma gota de sangue sobre um filtro de papel nos primeiros
dias após o nascimento e imunoanálise de tripsinogênio.
Diferença do potencial nasal (NPD)
A alteração no transporte de íons do epitélio respiratório de indivíduos com
FC tem sido estudada in vivo pela medida da diferença do potencial na mucosa
nasal. Segundo Davies (2006) a NPD pode ser útil para confirmar o diagnóstico
naqueles indivíduos que apresentam o resultado do teste do suor duvidoso ou
normal, porém com alto índice de suspeita. O NPD é um teste da função da CFTR
significantemente mais complexo que o teste do suor (Mishra et al, 2005). Nesse
teste é medido a milivoltagem gerada pelo movimento de íons através do epitélio. É
convencionalmente mensurado no nariz, como um auxílio para o diagnóstico e no
contexto de exames clínicos (Davies, 2006). Embora apresente resultados precisos
em adultos, é necessário gerar e validar dados mensurados em bebês e crianças de
tenra idade com FC em comparação com crianças sadias antes de implementá-lo
como uma ferramenta para uso em casos duvidosos(Sermet-Gaudelus et al, 2006).
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Saliva
A saliva é um líquido balanceado composto em mais de 99% de água e
menos de 1% de sólidos, principalmente proteínas e eletrólitos. Cerca de 0,5 a 1,0
litro de saliva é secretado por dia pelas glândulas salivares, sendo que 85% a 90%
dessa secreção tem origem nas glândulas salivares maiores e o restante,
aproximadamente 10%, nas glândulas salivares menores. Esse fluido contribui para
várias funções bucais, dentre elas, capacidade tampão, ação antibacteriana,
mastigação, deglutição, fala, e lubrificação do epitélio (Fejerskov & Kidd, 2005).
As glândulas salivares são de natureza exócrina e localizam-se próximas à
cavidade bucal, com três pares de glândulas maiores (submandibulares, parótidas e
sublinguais) e várias glândulas menores, distribuídas pela mucosa bucal. A secreção
salivar é controlada pelo sistema nervoso autônomo, embora vários hormônios
possam também modular sua composição (Scully, 2003; Thylstrup & Fejerskov,
2001).
A unidade funcional de uma glândula salivar é o ácino, representando, em
geral, 80% de sua massa. É composto por um aglomerado de células piramidais que
secretam sua produção líquida para o interior de um ducto. As glândulas parótidas e
submandibulares possuem um sistema de ductos bem desenvolvidos e ramificados.
Em outras glândulas, alguns ductos apresentam-se esparsamente distribuídos ou
até mesmo ausentes (Ross, 1993).
Cada glândula maior secreta um produto diferente: a parótida produz
secreção puramente serosa, responsável por 25% do total da saliva em repouso; a
submandibular, uma mistura serosa e mucosa, representando 60% da saliva; e a
sublingual uma secreção quase puramente mucosa, cerca de 5% da saliva (Ross,
1993; Thylstrup 1988).
Espalhadas pela cavidade bucal as glândulas menores são classificadas
como serosas, mucosas e mistas. As glândulas bucais e labiais têm secreção mista;
as palatinas têm secreção mucosa; e as linguais têm secreção mista, serosa e
mucosa, conforme localização na língua (Avery, 2001).
A saliva é formada em dois estágios: a secreção primária ocorre no ácino
e sofre modificações posteriores, a medida que passa pelo ducto (Edgar, 1992;
Maringini et al, 1991). A que está presente na boca é referida como “saliva total” e,
além dos componentes orgânicos e inorgânicos, apresenta células epiteliais
descamadas e bactérias (Edgar, 1992).
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Dois componentes são secretados por mecanismos independentes, um
componente fluído que inclui íons, produzido principalmente por estímulo
parassimpático e um componente protéico liberado, principalmente, em resposta a
um estímulo simpático (Scully, 2003).
A taxa de secreção salivar na boca é determinada pela taxa de formação
de saliva primária nas células acinares. Sabe-se que fatores fisiológicos influenciam
a composição e o fluxo salivar e que a composição final da saliva depende
fortemente do fluxo (Fejerskov & Kidd, 2005; Thylstrup & Fejerskov, 2001; Edgar,
1992).
Composição salivar e alterações sistêmicas
A saliva tem ganhado destaque em análises clínicas, por conter um
grande número de elementos, ser um fluído corporal de fácil acesso e procedimento
de coleta não invasivo (Agha-Hosseini et al, 2005; Lac, 2001). Estudos têm sido
publicados sobre a relação de doenças sistêmicas e composição salivar (Oliveira et
al, 2000, Pedersen et al, 2005; Schramm et al, 1999; Thieme et al, 1992) mas, a
maioria dos estudos com saliva são, ainda, relacionados à saúde bucal (Kinirons,
1983; Lawrence, 2002; Martins-Gomes et al, 2001).
Segundo Fejerskov & Kidd (2005), algumas doenças sistêmicas
associadas à medicação causam notável declínio na secreção salivar, como, por
exemplo, a Síndrome de Sjögren, Diabetes Mellitos (tipo I) e a Síndrome da
Imunodeficiência Adquirida (SIDA). E segundo Pedersen et al (2006) e Siqueira et al
(2004) ocorrem alterações na composição salivar nas Síndromes de Sjögren e
Down, respectivamente. O uso da saliva, também, tem sido aplicado como
alternativa ao sangue para o teste rápido da SIDA (Pinto et al, 2005) e para
diagnóstico precoce da leptospirose humana (Silva, 1998)
Composição Inorgânica
Os mecanismos envolvidos na secreção eletrolítica são de origem
complexa devido à diversidade de eventos envolvidos. A elucidação desses
mecanismos iniciou-se em 1954, com a teoria da formação da saliva em dois
estágios. Posteriormente, em 1958, o transporte do íon cloreto foi designado como o
principal evento na secreção salivar (Maringoni et al, 1991). Os principais
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componentes inorgânicos da saliva estão resumidos no Quadro1 (Fegerskov & Kidd,
2005; Edgar 1992).
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Componente Comentários
Íon Hidrogênio H+ Influencia na maioria das reações químicas que ocorrem na cavidade oral
Cálcio Ca++ Importante para eventos que ocorrem no desafio cariogênico
Magnésio Mg++ Ativador de certas enzimas
Sódio Na+ Contribuinte para osmolaridade da saliva
Potássio K+ Contribuinte para osmolaridade da saliva
Cloreto Cl- Contribuinte para osmolaridade da saliva
Fluoreto F- Importante ação anticariogênica
Fluoreto de
cálcio
CaF2 Lento liberador de flúor
Fluoreto de
Magnésio

















A soma constitui o total de fosfato medido em laboratório
Função na contribuição para o produto de solubilidade com relação ao fosfato
de cálcio






H4P2O7 Potente inibidor da precipitação do fosfato de cálcio e influencia na formação
de cálculo
Tiocionato SCN- É transformado em hipotiocianito (OSCN-), uma potente substância
antibacteriana
Bicarbonato HCO3- Contribuinte para osmolaridade da saliva
Sistema ácido
carbônico/bicarbonato




Quadro 1 – Principais componentes inorgânicos da saliva.
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Composição orgânica
Células serosas, mucosas ou uma combinação denominada meia-lua
serosa constituem ambos os grupos de glândulas salivares. As células serosas são
ricas em proteína e pobres em carboidrato, produzindo uma secreção de
consistência aquosa (fina). As células mucosas são pobres em proteína e ricas em
carboidratos, e liberam um produto viscoso chamado mucina (Ross, 1993). A
diferença entre a glicoproteína serosa e mucosa está na quantidade de carboidrato
associado a proteína (Fejerskov e Kidd, 2005)
Na composição orgânica da saliva estão presentes proteínas, enzimas,
imunoglobulinas, glicoproteínas, glicose e outros, (Quadro 2) (Fejerskov e Kidd,
2005, Maringoni et al, 1991; Martins-Gomes et al, 2001).
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Componente Comentários
aá-amilase Função de metabolizar o amido em maltose
Lisozima Efeito antimicrobiano direto na parede da célula, provocando autólise,
exerce funções antimicrobianas antes da erupção dentária
Lactoferrina Função antimicrobiana
Aglutininas Capacidade de interagir com bactérias não aderidas e formar
agregados, o que facilita a remoção de microorganismos da cavidade
bucal
Glicoproteínas Quase todas as proteínas salivares são glicoproteínas, ou seja, contém
quantidades variáveis de carboidratos ligados ao seu núcleo protéico
MG1 Alto peso molecularMucinas
MG2 Baixo peso molecular
Efetivas na lubrificação e manutenção da superfície da mucosa úmida
Pode mediar a adesão de bactérias específicas à superfície dos dentes
Ajudam proteger a mucosa de infecções
ßá2 - microglobulina Capacidade de aglutinar efetivamente muitas cepas de estreptococos
orais, incluindo os S. Mutans
Fibronectina Aglutina estreptococos bucais
Cistatinas Inibição de determinadas proteases bacterianas e proteases originadas
da lise de leucócitos. Atua como antivirótica
Estaterinas Papel especial na homeostase do cálcio bucal
Promove adesão dos Actinomyces vicosus às superfícies dentárias
Proteína rica em
prolina
Podem inibir a precipitação espontânea de sais de cálcio
Sistema peroxidase Peroxidase
Mieloperoxidase
Atividade antimicrobiana e proteção das proteínas e células do
hospedeiro contra a toxidade do peróxido de hidrogênio
IgA secretora Principal imunoglobulina encontrada na saliva. Protege o organismo de
invasão viral ou bacteriana através das mucosas
Inibição de adesão
IgG Aumento da fagocitose
Imunoglobulinas
IgM Aumento da fagocitose
Uréia Causa uma rápida elevação no pH do biofilme dental e representa o
produto final do catabolismo humano das proteínas
Citrato C6H5O73- Aumenta após exposição da cavidade bucal ao ácido cítrico (ex: frutas
cítricas). Pode agir como quelante e ligar-se fortemente ao cálcio
Lipídios A maioria está associada a proteínas
Carboidratos Traços de carboidratos na saliva
Quadro 2 – Principais componentes orgânicos da saliva.
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Hipóteses
– Sendo, a Fibrose Cística, uma doença de reconhecido efeito em
diversas glândulas de tecido epitelial do organismo humano, também poderá afetar
as glândulas salivares e a composição da sua secreção.
– O conhecimento da composição salivar e suas correlações com o
diagnóstico da Fibrose Cística poderá ser usado para melhor elucidação da doença,
tanto como método de triagem como de diagnóstico.
Objetivos
Objetivo geral
Estudar a saliva de indivíduos com diagnóstico de Fibrose Cística, com
vistas à identificação de marcadores que possam contribuir para triagem ou
diagnóstico precoce e preciso da patologia.
Objetivos específicos
Para consecução do objetivo geral proposto, foi feito o estudo comparativo
da saliva entre indivíduos com FC e indivíduos saudáveis, com o objeivo de
determinar o seguinte:
– A composição inorgânica da saliva;
– As proteínas salivares, em gel de eletroforese SDS-PAGE;
– As proteínas salivares, por meio de eletroforese bidimensional (2-DE)
– Sequência de peptídeos e identificação de proteínas salivares por
espectrometria de massa (EM);
– A existência e identificação de biomarcadores para uso no diagnóstico
da patologia.
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Artigo I
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Resumo
Objetivo: A Fibrose Cística (FC) é uma doença hereditária de alta incidência. Devido
ao comprometimento patológico iniciado em tenra idade e ao alto índice de mortalidade, o
diagnóstico precoce é decisivo para um bom prognóstico. Este estudo teve por objetivo
comparar a composição inorgânica da saliva de indivíduos com FC e indivíduos saudáveis.
Material e Métodos: 35 indivíduos com FC e 39 indivíduos saudáveis participaram desse
estudo. A distribuição de Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn na saliva total estimulada foi avaliada por espectrometria de massa
com plasma de argônio acoplado indutivamente (ICP-MS), espectrometria de emissão óptica
com plasma de argônio acoplado indutivamente (ICP-OES) e espectrometria de absorção
atômica (AAS).
Resultados: Na, K, V, Cr, As e Se apresentaram diferenças estatíticas entre grupos,
enquanto, Al, B, Ba, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr e Zn não apresentaram. Na e K
apresentam maiores teores que V, Cr e Se, e o As apresentou menor entre os indivíduos
com FC.
Conclusões: Os resultados indicam uma diferença significante na distribuição de elementos
traço na saliva de indivíduos com FC comparados à indivíduos saudáveis. A saliva total é
uma fonte potencial de informação sobre a FC e no futuro é possível que se desenvolva um
teste de diagnóstico através da saliva. Mais estudos são necessários para estabelecer
níveis padrão de elementos traço na saliva.
Palavras-chave: Fibrose cística; saliva; íons; diagnóstico.
Abreviações: CF, Cystic Fibrosis; ICP-MS, espectrometria de massa com plasma de
argônio acoplado indutivamente; ICP-OES, espectrometria de emissão óptica com plasma
de argônio acoplado indutivamente; AAS espectrometria de absorção atômica.
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Abstract
Objective: Cystic Fibrosis (CF) is a high incidence inherited disease. Given its
pathological character in early age and high mortality rate, early diagnosis is decisive for
good prognostic. This study aims to compere inorganic composition of saliva between CF
patients and healthy individuals.
Material and Methods: 35 CF patients and 39 healthy individuals participated in this study.
Distribution of Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si,
Sr, Ti, V, Zn in stimulated whole saliva was evaluated by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS), inductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-
OES) and atomic absorption spectrometer (AAS).
Results: Na, K, V, Cr, As, Se present statistical differences between groups while Al, B, Ba,
Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr, and Zn did not. Na and K presented larger contents while
V, Cr, Se, and As appeared in smaller amounts in CF individuals.
Conclusions: Results indicate a significant difference in the distribution of trace elements in
saliva of individuals with CF compared to healthy individuals. Whole saliva is a potential
source of information about CF. Further studies are necessary to establish standard saliva
trace element levels.
Key words: Cystic Fobrosis; saliva; ions; diagnostic.
Abreviations: CF, Cystic Fibrosis; ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry;
ICP-OES, inductively coupled plasma-optical emission spectrometry; AAS, atomic absorption
spectrometer
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Introdução
A Fibrose Cística (FC) é a doença monogênica autossômica recessiva e letal
muito comum em caucasianos1. É causada por mutações no gene Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR), situado no cromossomo 7q31.2, o qual codifica uma
glicoproteína transmembrana, que atua no transporte eletrolítico na membrana apical de
células epiteliais2. Afeta as células epiteliais de vários órgãos, incluindo o trato respiratório,
pâncreas exócrino, intestino, vaso deferente, sistema hepatobiliar e as glândulas
sudoríparas exócrinas2,3,4. As principais manifestações da doença, aparecendo em
diferentes graus de expressão clínica, caracterizam a tríade: concentrações aumentadas de
eletrólitos no suor; doença pulmonar obstrutiva crônica; e insuficiência pancreática com má
digestão e má absorção secundárias5.
O diagnóstico da FC baseia-se em achados clínicos clássicos: manifestações
pulmonares e/ou gastrointestinais típicas; história de casos de FC na família; e
demonstração de níveis elevados de íons Sódio e Cloreto no suor2. O diagnóstico precoce
mostrou ser decisivo na efetividade do tratamento, contribuindo para melhoria na qualidade
e aumento da expectativa de vida dos indivíduos6.
A saliva é um fluido corporal fácil de ser coletado devido ao acesso e
procedimento não invasivo, tanto a proveniente de um único par de glândulas como a
acumulada na cavidade bucal, conhecida como saliva total7,8,9. É abundante, secretada
numa taxa relativamente regular e contém alguns elementos que a tornam de interesse nas
análises biológicas8. Os testes salivares têm apresentado correlações positivas com os
sangüíneos e a saliva tem sido usada em análises clínicas para diagnóstico de doenças,
monitoramento de drogas terapêuticas e estudos de doenças das glândulas salivares10,11,12.
Este trabalho parte do pressuposto que indivíduos com FC apresentam alteração
na composição salivar, uma vez que a doença afeta o transporte de íons através da
membrana celular, envolvendo o fluxo de Cl e Na. Pouco se sabe sobre a composição
salivar e suas correlações com a FC. Esse conhecimento pode contribuir para o melhor
entendimento da doença.
Métodos
Local da realização das atividades
O trabalho foi realizado no Laboratório de Espectroscopia Atômica Aplicada do
Hospital da Universidade Católica de Brasília (LEAA/HUCB). Todos os indivíduos, ou seus
responsáveis, leram e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Os
estudos foram aprovados por Comitê de Ética em Pesquisa (Protocolo CEP/UCB N°
035/2005).
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Características da população
Foi coletada saliva de 45 indivíduos com FC da Região Centro Oeste do Brasil,
cadastrados no programa de atendimento multidisciplinar aos portadores de FC do HUCB.
Oito amostras foram descartadas por dúvidas no diagnóstico da doença e 2 por razões
estatísticas. Para os tratamentos controle foram coletadas 43 amostras de indivíduos sadios,
da mesma região, tendo sido descartadas quatro amostras por não cumprimento aos
critérios de inclusão estabelecidos: ausência de doença congênita ou sistêmica, de
abscesso dental e de qualquer terapia medicamentosa. Ambos os grupos continham
meninos e meninas com idade entre 5 e 15 anos, com o mesmo padrão de saúde bucal
(ausência de abcessos, sangramento gengival, cavidades e aparelho ortodôntico) Os grupos
ficaram assim constituídos: grupo (1), 35 indivíduos portadores de FC, sendo 12
homozigotos para a mutação ?ÎF508, 11 heterozigotos para a mutação ?ÎF508 e 12
portadores de outras mutações; e grupo (2) formado por 39 indivíduos saudáveis.
Procedimento de amostragem
As amostras de saliva foram coletadas por apenas um pesquisador. Os
indivíduos foram orientados a realizar a higiene oral duas hora antes da coleta e a não
ingerir nenhum alimento ou bebida até o procedimento. A saliva total foi coletada pela
manhã, no mesmo horário, para padronização dos ritmos circadianos. Com os indivíduos
sentados confortavelmente, foi pedido que eles mascassem um pedaço de borracha de
garrote (05 mm x 10 mm), para estimular a produção da saliva, desprezando-se a produção
dos primeiros 30 segundos. A saliva foi coletada em recipientes plásticos até o volume de 5
mL, por um tempo máximo de 20 minutos. O total de cada paciente foi dividido em cinco
aliquotas de 1 mL, em tubos eppendorf devidamente identificados, conservadas em gelo e
transportadas ao laboratório, permanecendo em temperatura de -80°C até a realização dos
testes.
Determinação de elementos traço na saliva
Para determinação dos elementos traço As, Ba, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Sr, Mn, Hg,
Mo, Ni, Se, Ti e V foi utilizado um espectrômetro modelo ICP-MS (810-MS, Varian,
Mulgrave, Austrália). Na determinação dos elementos traço Al, B, Ca, Fé, Mg, Si, Na e Zn,
foi utilizado o modelo ICP-OES com configuração radial (Liberty II, Varian, Mulgrave,
Austrália) e na determinação do elemento traço K, o modelo AAS (220FS, Varian, Mulgrave,
Austrália). Um nebulizador do tipo V-Groove e uma câmara de nebulização Sturman-Master
foram empregados para introdução das amostras no ICP-OES, e um nebulizador de vidro
concêntrico foi utilizado para o ICP-MS. As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam as condições
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instrumentais utilizadas. Os teores de Carbono residual foram determinados pelo ICP-OES,
de acordo com Gouveia et al (2001)13.
Reagentes e soluções
Todas as soluções foram preparadas com reagentes de grau analítico e os
volumes finais ajustados com água destilada e desionizada (Máxima SC, Elga Bucks, UK).
As vidrarias foram descontaminadas em banho contendo 10% v/v HNO3 por 24 horas.
Soluções de referência foram preparadas a partir de soluções estoque com 1000 mg L-1 de
Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn
(Alpha Resources Inc, Stevensville, MI, EUA). As soluções de referência para determinação
de Carbono residual foram preparadas a partir de solução estoque 50 000 mg L-1 de uréia
(SYNTH P.A.), em água desionizada.
Digestão de saliva
O procedimento de digestão da saliva, para remoção da porção orgânica, foi
realizado em forno de microondas analítico fechado (Ethos D, Milestone Sorisole, BG, Italy)
sob radiação focalizada com 24 cavidades e frascos de digestão de teflon. As amostras
foram retiradas do congelador e expostas à temperatura ambiente, sem nenhum tipo de
aquecimento. Alíquotas de 1 mL de saliva foram transferidas para os frascos reacionais de
teflon, sendo em seguida adicionando 5 mL de HNO3 concentrado 65% (Merck, Alemanha) e
5 mL de água desionizada. Os frascos foram fechados, transferidos para o equipamento e
foi implantado o programa de aquecimento, conforme Tabela 4. As amostras digeridas foram
diluídas para um volume final de 25 mL com água desionizada e armazenada em frascos
cônicos de polietileno. Posteriormente, foram diluídas em 1/20 para determinação dos
elementos traço Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V, Mo, As, Se e Hg. A quantificação
doe elementos traço Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca, Si, K e Na foi realizada pela análise direta da
amostra de saliva digerida.
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Tabela 1 - Parâmetros operacionais do espectrômetro de massas (ICP-MS)
Potência (kW) 1,34
Fluxo do gás do plasma (L.min-1) 15,9
Fluxo do gás auxiliar (L.min-1) 1,53

















Tabela 2 - Parâmetros operacionais do espectrômetro de emissão ópitca (ICP-OES)
Potência (kW) 1,0
Fluxo do gás do plasma (L.min-1) 15,0
Fluxo do gás auxiliar (L.min-1) 1,5
Pressão de nebulização (kPa) 200










Tabela 3 - Parâmetros operacionais do espectrômetro de absorção atômica (AAS)
Linha espectral (nm) 766,5
Modo da leitura Emissão
Modo de medida Altura do pico
Tipo de chama Ar / Acetileno
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Tabela 4 - Programa de aquecimento para digestão de saliva em forno de
microondas analítico fechado com radiação focalizada










Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e análise de
componentes principais (PCA), pelo programa SPSS® for WindowsTM versão 8.0.
Inicialmente, os valores obtidos para as concentrações dos elementos traço foram auto-
escalonados de maneira a apresentarem média nula e variância unitária para excluir
quaisquer efeitos relativos à diferença de magnitude entre as variáveis.
A PCA visa à busca de variáveis capazes de explicar o padrão de correlações
observado em um conjunto de variáveis. As novas variáveis, designadas componentes
principais (CPs), são obtidas por combinações lineares das variáveis originais14,15 e
apresentam-se em ordem decrescente de máxima variância, ou seja, a componente
principal 1 (CP1) detém mais informações que a componente principal 2 (CP2) e assim por
diante.
Resultados
Os resultados obtidos das análises das amostras de saliva dos 35 indivíduos com
FC e 39 indivíduos saudáveis estão apresentados na Tabela 5. Nas amostras analisadas, os
elementos traço Cd, Co, Mo, Pb e Si foram determinados abaixo dos respectivos limites de
detecção, sendo excluídos da análise estatística.
A ANOVA mostrou diferença estatisticamente significativa (p<0,05) nas
concentrações dos elementos Na, K, V, Cr, As e Se entre os dois grupos (Tabela 6). O
grupo FC apresentou, em média, maiores teores de Na e K (167,72 ± 101,61 mg.L-1 e
1249,01 ± 446,95 mg.L-1) quando comparado ao grupo controle (91,75 ± 76,05 mg.L-1 e
983,95 ± 564,85 mg.L-1) significando um aumento de aproximadamente 83% de Na e 27%
de K nas amostras de saliva de FC. Os elementos Cr, Se e V apresentaram menores teores
no grupo FC (14,55 ± 18,43 mg L-1; 10,13 ± 27,93 mg L-1 e 0,89 ± 2,88 mg L-1) quando
comparado ao grupo controle (46,75 ± 29,70 mg L-1; 52,84 ± 53,20 mg L-1 e 6,00 ± 4,26 mg
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L-1), significando uma diminuição de aproximadamente 70% de Cr, 80% de Se e 85% de V
nas amostras de saliva desse indivíduos. O nível do elemento As nas amostras de FC estão
abaixo do limite de quantificação da técnica de espectroscopia de massa (ICP-MS),
entretanto as amostras do grupo controle apresentam valores médios de 8,74 ± 11,36 mgL-1.
Os teores dos elementos traço Al, B, Ba, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr e Zn não
apresentaram diferenças estatísticas significativas na comparação entre os dois grupos
(Tabela 5).
Os resultados da análise PCA (Figura 1) possibilitam a identificação de um
padrão de separação dos grupos com 39,3% da variância (CP1 = 24,5% e CP2=14,8%). Os
elementos traço predominantes em CP1 foram Ca (-0,819), V (0,769), Cr (0,881), K (-0,859)
e Se (0,655). O grupo controle apresentou altos valores de CP1, enquanto que o grupo FC
apresentou baixos valores de CP1 (Tabela 7).





Metais Média DP Média DP
Alumínio 0,05 0,14 0,17 0,50
Boro 0,10 0,26 0,03 0,10
Bário 21,15 116,31 0,42 2,35
Cálcio 42,27 53,87 37,38 66,88
Cobre 40,83 115,44 65,38 71,15
Ferro 0,01 0,08 0,18 0,57
Mercúrio 0,43 2,55 0,00 0,00
Magnésio 1,71 1,88 1,92 1,40
Manganês 0,43 2,52 0,01 0,30
Níquel 0,97 4,64 17,03 78,25
Estrôncio 5,71 13,03 2,08 9,21
Titânio 0,56 2,37 1,84 11,25
Zinco 2,03 5,25 0,33 1,90
Arsênio 0,00 0,00 8,74 11,36
Cromo 14,55 18,43 46,75 29,70
Potássio 1249,01 446,95 983,95 564,85
Sódio 167,72 101,61 91,75 76,05
Selênio 10,13 27,93 52,84 53,20
Vanádio 0,89 2,88 6,00 4,26
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Metais Média Dp Média Dp
P
Arsênio 0,00 0,00 8,74 11,36 0,00002
Cromo 14,55 18,43 46,75 29,70 0,0000005
Potássio 1249,01 446,95 983,95 564,85 0,03
Sódio 167,72 101,61 91,75 76,05 0,0005
Selênio 10,13 27,93 52,84 53,20 0,00006



















Figura 1 - Apresentação de componentes principais em dois grupos distintos.





Metais Média Dp Média Dp
Cálcio 42,27 53,87 37,38 66,88
Cromo 14,55 18,43 46,75 29,70
Potássio 1249,01 446,95 983,95 564,85
Selênio 10,13 27,93 52,84 53,20
Vanádio 0,89 2,88 6,00 4,26
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Discussão
Este estudo teve por objetivo comparar os elementos traço na saliva de
indivíduos com FC e indivíduos saudáveis, utilizando o método de coleta de saliva total
estimulada e análises por espectroscopia.
A coleta de saliva é relatada em outros estudos8,16 como um procedimento fácil e
não invasivo, o que se comprovou neste estudo. Os indivíduos participaram do processo de
forma tranqüila e confortável, o que reforça suas vantagens sobre outros materiais
biológicos, cuja coleta provoca situações de estresse nos indivíduos.
Os resultados obtidos das análises das amostras de saliva dos 35 Indivíduos com
FC e 39 indivíduos saudáveis estão apresentados na Tabela 5. Nas amostras analisadas
Cd, Co, Mo, Pb e Si estão em níveis abaixo dos respectivos limites de detecção, sendo
excluídos da análise estatística. Os elementos Al, B, Ba, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr e
Zn não apresentaram diferenças estatísticas significativas nas concentrações entre
indivíduos com FC e saudáveis (Tabela 5).
Os resultados mostraram diferença estatisticamente significante na concentração
dos elementos Na, K, V, Cr, Se e As (p<0,05), Tabela 6. A comparação dos resultados
obtidos com estudos prévios torna-se difícil pelos poucos trabalhos realizados e diferentes
métodos empregados. Apenas dois trabalhos relacionados à saliva de portadores de FC
foram encontrados na literatura. O estudo com homozigoto e heterozigotos para a mutação
?"F508 realizados por Aps et al. (2002)17 e o estudo de Jiménez Reyes & Sanchez-agwuirre
(1996)18 mostraram teor maior do elemento Na saliva de indivíduos com FC em comparação
com o grupo controle.
A análise de PCA também identificou diferenças entre os grupos, permitindo
observar que o grupo FC apresenta uma relação inversa entre CP1 e os valores dos
elementos Ca e K, indicando que seus respectivos teores médios serão mais elevados do
que o grupo controle (Figura 1 e Tabela 7).
Os resultados prévios indicam uma possível reorganização dos níveis dos
elementos traço favorecendo o balanço eletrolítico entre os cátions metálicos e os ânions na
saliva dos pacientes com FC.
Com os resultados obtidos é possível inferir que algumas das alterações
sistêmicas na FC estão provavelmente correlacionadas com os teores de elementos traços
nesses indivíduos.
O vanádio está associado a numerosas reações enzimáticas e a regulação da
bomba de Na e K, estando provavelmente ligado a certas funções endócrinas19,20. Outra
relevante função do V está associada à atividade antibacteriana contra a Pseudomonas
aeruginosa21, principal agente colonizador das vais aéreas inferiores nos FC. As infecções
normalmente ocorrem no início da infância e uma vez estabelecida a erradicação pode ser
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impossível, sendo o agravo da doença pulmonar progressiva um fator de risco de morbidade
e mortalidade1,22,23. O valor médio do elemento traço V nas amostras de saliva dos
portadores de FC foi aproximadamente 85% menor (Tabela 6) quando comparado com
indivíduos saudáveis sendo possível inferir que o baixo nível deste elemento em FC pode
estar associado a favorecimento de colonização da bactéria Pseudomonas aeruginosa.
Brown RK (1994)24, relata que os doentes com FC podem ser mais suscetíveis a
lesão oxidativa das células quando comparado com crianças normais devido a baixa
absorção de nutrientes antioxidantes e ao aumento do estresse oxidativo causado por
infecções pulmonares crônicas. A literatura associa ao elemento traço Se a função
antioxidante sendo um dos componentes da glutationa peroxidase, possibilitando a proteção
das células contra o estresse oxidativo. O valor médio do elemento traço Se nas amostras
de saliva dos indivíduos com FC foi aproximadamente 80% menor (Tabela 6) quando
comparado com indivíduos saudáveis sendo possível inferir que o baixo nível deste
elemento em FC, está de acordo com a baixa absorção de elementos essências podendo
potencializar a suscetibilidade das lesões oxidativas25.
O diabetes mellitus associado à doença pancreática ocorre em aproximadamente
20% dos adultos com FC26. Alves et al (2007)27, relatam que o diabetes mellitus na FC tem
início, em média, aos 20 anos de idade e as alterações do metabolismo glicêmico agravam
o estado nutricional. A literatura associa ao elemento traço Cr um papel de destaque no
metabolismo do açúcar devido ao estimulo da insulina nas células após ligação com
receptores contendo Cr, sendo a capacidade de estímulo associada a concentração desse
elemento28. O valor médio do elemento traço Cr nas amostras de saliva dos portadores de
FC foi aproximadamente 80% menor quando comparado com indivíduos saudáveis (Tabela
6) concordando com a hipótese de suscetibilidade ao diabetes mellitus. Alem disso, a
deficiência do elemento traço V também tem sido associada a várias disfunções fisiológicas
incluindo a da glândula tireóide, metabolismo glicídico e lipídico19,29,30, portanto os baixos
teores dos elementos traços V e Cr podem associados elevar a potencialização da
predisposição dos pacientes com FC ao diabetes mellitus.
Apesar de bem relatado o efeito tóxico, muitas vezes letal, o arsênio é
considerado um elemento químico essencial para vida. No caso de intoxicação, existem
algumas substâncias que atuam como antagonistas de metais pesados. Os fármacos
Bismuth-Thiols e N-acetilcisteína possuem atividade quelante para diversos metais pesados,
incluindo o arsênio. Por outro lado, são também utilizados como agente antibacteriano e
agente mucolítico, respectivamente, no tratamento da FC31,32,33. Outra associação de
fármacos que tem sido testada no tratamento da FC contra a Burkholderia cepacia e a
Tobramycin e Bismuth-Thiols34. Com relação à significativa ausência de arsênio nas
amostras de saliva dos indivíduos com FC (Tabela 6), pode-se sugerir que em função dos
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medicamentos utilizados para combater as infecções pulmonares35,36, o arsênio,
provavelmente, esteja reagindo com esses medicamentos e deve estar sendo excretado
pela urina.
Gibson & Cooke (1959)37 desenvolveram o teste do suor que avalia os níveis de
Na e Cl, este se tornou o principal teste para o diagnóstico da FC, com elevada
sensibilidade e especificidade2,38. O padrão de distribuição de Na nas amostras de saliva
dos indivíduos com FC foi maior em comparação aos saudáveis (Tabela 6), mostrando que
o resultado da análise de saliva segue o padrão do teste do suor.
A FC causa alterações na concentração de Cl e Na no suor, com os resultados
deste trabalho sugere-se que a doença também causa alterações nas concentrações de
elementos traço na saliva, e que as alterações nos teores de Na, K, V, Cr, Se e As na saliva
de indivíduos com FC podem estar indicando alterações metabólicas no organismo desses
pacientes. É relevante a possibilidade do desenvolvimento de um teste fácil, não invasivo,
para a triagem ou diagnóstico da FC através dos teores elementos traço na saliva. A análise
desses elementos traço juntamente com sinais clínicos possivelmente indicará a presença
da FC. Entretanto, mais estudos são necessários para comparar também a saliva de
indivíduos com FC e outros indivíduos com doenças consideradas diagnóstico diferencial da
fibrose cística.
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Resumo
Objetivo: O estudo e caracterização de proteínas tiveram avanço considerável
em função de novas tecnologias e equipamentos de alta resolução. A saliva humana contém
um grande número de proteínas que podem ser marcadores para o diagnóstico e
monitoramento de doenças. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil protéico da saliva
total de pacientes com Fibrose Cística (FC). Metodologia: O grupo FC foi subdividido de
acordo com o tipo de mutação previamente detectado em exames de DNA. Proteínas
salivares de 12 pacientes foram primeiro, comparadas com o grupo controle por SDS-PAGE
e, em seguida, por gel de eletroforese bidimensional (2-DE) para identificar spots protéicos
expressados diferentemente por MALDI-MS/MS Resultados: Foram verificadas diferenças
no perfil protéico da saliva de pacientes com FC quando comparado com indivíduos
saudáveis. Todos os pacientes com FC mostraram uma proteína de 38 kDa que
corresponde a quatro spots protéicos na eletroforese 2-DE identificados por espectrometria
de massa como quatro isoformas da região conservada da cadeia pesada (Ig-alpha) da
imunoglobulina A (IgA). Conclusão: A composição protéica salivar de pacientes com FC
apresenta diferenças quando comparada à indivíduos saudáveis. A abundante expressão de
IgA na saliva de pacientes com FC sugere mais infecções microbianas nesse grupo
comparado ao controle o que pode ser relacionado aos recorrentes processos infecciosos
que afetam os pacientes doentes.
Palavras-chave: Fibrose Cística; saliva; proteômica; diagnóstico.
Abreviações: FC, Fibrose Cistica; IEF, isoelectric focusing; IPG, immobilized pH gradient;
2-DE, two-dimensional gel electrophoresis; DTT, dithiothreitol; PMF, peptide mass
fingerprinting; MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight-mass
spectrometry; SDS-PAGE, polyacrilamide gel electrophoresis in presence of Sodium
Dodecyl Sulfate.
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Abstract
Objective: Protein investigation and characterization achieved a considerable
progress as a result of the availability of new technologies and high resolution equipments.
Human saliva contains a large number of proteins that can be markers for diseases
diagnostic and surveillance. The objective of this study was to evaluate protein profile of
whole saliva obtained from Cystic Fibrosis (CF) patients. Study design: The CF group was
subdivided according to the type of mutation previously detected through DNA testing. Saliva
proteins of 12 CF patients were first compered to the control by SDS-PAGE and, after that,
by two-bidimensional (2-DE) gel eletrophoresis to identify spots differentially expressed by
MALDI-MS/MS. Results: Differences were observed in the protein profile of saliva from CF
patients when compared to healthy individuals. All CF patients diplayed a 38 kDa protein that
correspond to four proteins spots in 2-DE indenfied by mass spectrometry representing four
isoforms of conserved region of heavy chain (Ig-alpha) of immunoglobulin A (IgA).
Conclusion: Salivar protein composition of CF patients present differences when compered
to healthy individuals. The abundant expression of IgA in saliva of CF patients suggests
greater microbe infection in the group as compared to the control which correlates with
recurrent infection processes affecting diseased patients.
Key words: Cystic Fibrosis; saliva; proteomics; diagnosis.
Abbreviations: CF, Cystic Fibrosis; IEF, isoelectric focusing; IPG, immobilized pH gradient;
2-DE, two-dimensional gel electrophoresis; DTT, dithiothreitol; PMF, peptide mass
fingerprinting; MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight-mass
spectrometry; SDS-PAGE, polyacrilamide gel electrophoresis in presence of Sodium
Dodecyl Sulfate.
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Introdução
A Fibrose Cística (FC) é uma doença genética letal, muito comum em
Caucasianos, com incidência variável em vários países. A herança é autossômica resseciva
e estima-se que aproximadamente 4% a 5% dos Caucasianos são heterozigotos para o
gene Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)1,2
O gene CFTR está situado no cromossomo 7q31.2. Codifica uma glicoproteína
transmenbrana, que atua no transporte eletrolítico na membrana apical de células epiteliais.
Uma deleção de três pares de bases, resultando na ausência do aminoácido fenilalanina na
posição 508 da proteína, mutação comumente designada DF508, está presente em cerca de
70% dos indivíduos com FC1,3,4. Mais de 1560 mutações diferentes foram definidas no gene
CFTR1.
A doença é causada pela mutação no gene da proteína CFTR, a qual funciona
como um canal de cloreto5. O não funcionamento da proteína CFTR mutada afeta as células
epiteliais de vários órgãos. É caracterizada por grandes variações na expressão clínica,
envolvendo infecções pulmonares crônicas e recorrentes, insuficiência pancreática,
elevados níveis de cloretos no suor, infertilidades em homens, obstrução intestinal,
formação de pólipo nasal, sinusite crônica e desidratação de muco3,6.
O diagnóstico da FC é realizado mais freqüentemente através da medida da
concentração de íons no suor. Cerca de 80% dos pacientes com FC apresentam dosagem
de Cl e Na, no suor, superiores às dos indivíduos saudáveis. Apesar disso, vários casos
ainda não são detectados precocemente, seja por impossibilidade de realização do exame,
resultados falsos negativos, ou por falta de informação de pais e clínicos3,1. Considerando
que a FC afeta diversas glândulas no organismo, o objetivo deste trabalho foi, através do
estudo da proteômica da saliva total, procurar identificar diferenças entre a composição
protéica da saliva de crianças com FC e crianças saudáveis.
Material
Local da realização das atividades
O trabalho foi realizado na Universidade de Brasília (UNB). Todos os pacientes
ou seus responsáveis leram e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Os
estudos foram aprovados por Comitê de Ética em Pesquisa (Protocolo CEP/UCB N°
035/2005).
Características da população
Foi coletada saliva estimulada de 12 pacientes com FC da Região Centro Oeste
do Brasil. Para controle foram coletadas 4 amostras de indivíduos saudáveis de mesma
idade e da mesma região. Os critérios de inclusão no grupo controle foram a ausência de
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doença congênita ou sistêmica, de abscesso dental e de qualquer terapia medicamentosa.
Ambos os grupos continham meninos e meninas com idade entre 5 e 11 anos, com o
mesmo padrão de saúde bucal (ausência de abcessos, sangramento gengival, cavidades e
aparelho ortodôntico)
Os participantes da pesquisa foram divididos em 4 grupos de 4 indivíduos cada.
Os três primeiros grupos todos formados por pacientes com FC, foram compostos da
seguinte maneira: grupo 1 - paciente homozigoto para a mutação ?ÄF508 (?ÄF/?ÄF); grupo 2 -
paciente heterozigoto para a mutação ?-F508 (?-F/N?-F); grupo 3 - paciente com mutação
desconhecida (N?•F/N?•F). O grupo 4 foi composto por indivíduos saudáveis (C/C).
Procedimento de amostragem
As amostras de saliva foram coletadas por apenas um pesquisador. Os
indivíduos foram orientados a realizar a higiene oral duas horas antes da coleta e a não
ingerir nenhum alimento ou bebida até o procedimento. A saliva total estimulada foi coletada
pela manhã, sempre mantendo o mesmo horário, para padronização dos ritmos circadianos.
Com os indivíduos sentados confortavelmente a salivação foi induzida por mastigação de
um pedaço de borracha de garrote (05 mm x 10 mm). A produção dos primeiros 30
segundos foi desprezada. A saliva foi coletada em recipientes plásticos (acondicionados em
gelo) e as alíquotas foram guardadas em tubos tipo eppendorf, conservadas em gelo,
transportadas ao laboratório, e permanecendo em temperatura de -80°C até a realização
dos testes.
Quantificação das amostras
Amostras de saliva total obtidas a partir dos pacientes com FC e indivíduos
saudáveis, foram quantificadas utilizando o Plus One 2-DE Quant Kit (GE Healthcare).
Determinação da composição protéica - separação por eletroforese
A separação de proteínas foi realizada por SDS-PAGE. Foi utilizado o sistema de
eletroforese vertical em gel 13 cm preparado com 15% de acrilaminda no gel separador e
4% no gel concentrador. As amostras foram preparadas em tampão contendo (Tris-HCl 50
mM pH 6,8; -mercaptoetanol 15mM; SDS 2%; azul de bromofenol 0,02 % e glicerol 10%) e
fervidas em banho-maria por cinco minutos. A eletroforese foi realizada em tampão Tris HCl
25 mM pH 8,3, glicina 250 mM e SDS 0,1%. Após a corrida o gel foi corado com prata
(adaptado de Blum et al, 1987)7 e escaneados (PowerLook 1120, Amersham Biosciences,
com 300 dpi de resolução). Após a digitalização da imagen, o gel foi preservado em solução
de ácido acético 1%.
Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer
Preparação das amostras salivares
Após precipitação com 15% TCA e lavagens com acetona fria, 70 à 80 µg de
proteínas presentes nas amostras de saliva total dos pacientes com Fibrose Cística e dos
controles foram ressuspendidas em 300 µl de tampão 2-DE completo (7 M urea, 2 M
tiouréia, 85 mM DTT, 2,5% Triton X-100, 0,5% pharmalyte 3-10, 10% de isopropanol). Após
incubação (1 h), as amostras desnaturadas foram centrifugado a 12.000 g x 5 min. (IPG strip
de pH 3-10 de 17 cm, linear, Bio-Rad) sendo a desnaturação da amostra tampão com 7M
uréia, 2M tioureia, 85mM DTT, 2,5% Triton X-100, 0,5% anfólito pH 3-10, 10% de
isopropanol. As amostras foram centrifugadas (12,000 × g, 5 min) antes da
isoeletrofocalização (IEF)8.
Isoeletrofocalisação no Ettan IPGphor3
As amostras foram aplicadas em tiras IPG linear com gel de faixa de pH 3-10,
linear de 17 cm (Bio-Rad). A reidratação da tira IPG foi realizada em reswelling tray, a 20 °C,
overnight. A IEF foi relizada a 20 °C usando o equipamento Ettan IPGphor3 (GE Healthcare)
seguido um curso de 18 horas e 33625 Vh final, usando manifold com as seguintes
condições: 500 V por 30 minutos a 125 Vh; 500 V por uma hora a 500 Vh; 1000 V por uma
hora a 1,000 Vh; e 8,000 V por 4 horas a 32,000 Vh, com uma corrente máxima de 50 µA
por tira, de acordo as instruções do fabricante e das condições padronizadas.
Antes do SDS-PAGE, as tiras IPG foram submetidas a redução em tampão de
equilíbrio (50 mM Tris pH 8,8, 6 M uréia, glicerol 30%, 4% SDS) acrescido de 125 mM de
DTT durante 40 min à temperatura ambiente e alquilação em equilíbrio tampão acrescido
dessa vez com 300 mM de acrilamida por mais 20 minutos. O SDS-PAGE foi realizado em
gel de poliacrilamida 12% executado em um sistema Protean II (Bio-Rad, Richmond,
Califórnia, USA.) a temperatura constante de 20 °C. As proteínas foram visualizadas com
coloração de prata e os géis foram armazenados em ácido acético 1% antes da digestão por
tripisisna dos spots selecionados9,10.
Análise da imagem e identificação de proteínas digeridas por espectrometria de
massa
Os géis corados com prata foram escaneados (PowerLook 1120, Amersham
Biosciences, com 300 dpi de resolução). As imagens digitalizadas foram comparadas e
alguns spots presentes no grupo FC não presentes no grupo controle foram selecionados
para identificação de proteínas por peptide mass fingerprint, e por fragmentação no modo
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MS/MS (MALDI-TOF/TOF Autoflex II, Bruker). Os spots de proteínas foram cortados do gel
e digeridos pela tripisina como descrito por Zhang et al (2007)11.
Os spots foram descorados em solução de 15 mM ferrocianeto de potássio e
50 mM tiossulfato de sódio, durante 10 min. Depois, os fragmentos de gel foram lavados em
NH4HCO3 100 mM, 10 min, e em seguida em água e acetonitrila 2 vezes por 10 min. Na
última lavagem os fragmentos de gel foram macerados com pistilo, e secados a vácuo em
Speed-Vac (Savante) durante 20 min. Os géis secos foram reidratados por adição de 5-10
µL de uma solução NH4HCO3 100 mM, CaCl2 5 mM contendo 12,5 ng/µL de tripsina
(Promega) e incubados no gelo durante 45 min, e logo adicionados de 10 µL do mesmo
tampão de digestão sem enzima, e incubados a 37 °C durante 12 h. Dois microlitros de
produto de digestão foram aplicados sobre o halo do poço da placa AnchorChip (600-384,
Bruker) e deixados secar completamente. Depois, 1µÎL de Matriz CHCA em solução de 90%
acetonitrila e 0,1%TFA foi aplicado e deixado secar completamente e lavado com 2µ6L de
0,1%TFA por 10 segundos a fim de retirar o excesso de sal. Em seguido a analise por MS
foi realizada com descrito Zhang et al. (2007)11. As espectros foram processados através o
programas flexAnalysis 2.2 e BioTools 2.2 (Bruker).
As identificação das proteínas foram realizadas utilisando o programa MASCOT
(http://www.matrixscience.com) comparado com o banco de dados NCBInr com a toxonomia
homem. Picos com sinal a cima de 15 foram incluídos nas buscas. Os parâmetros seguidos
foram utilisados nas buscas: Precisão da massa monoisotópica <0,05 Da, sítio de digestão
incompleta 1, propionamida da cisteína como modificação fixa, oxidação da metionina como
modificação variável. No modo MS/MS, a precisão da massa iônica foi fixada para <0,5 Da
Resultados
O perfil de proteínas da saliva total de crianças com FC e de crianças saudáveis
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% é mostrado na figura 1. A separação
eletroforética revelou variação nos perfis dos diferentes pacientes com FC comparado ao
grupo controle. Uma diferença substancial pode ser notada com relação a intensidade e o
tamanho de uma banda de aproximadamente 38 kDa (indicada pela seta). Essa banda está
presente entre os pacientes com FC, independente do tipo de mutação, e ausente, ou com
intensidade quase imperceptível, com coloração com prata no grupo controle.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, corado com prata. Linha M,
representa o marcador de massa molecular (Low Molecular Weight Calibration Kit - GE Heathcare).
Linhas 1 a 4, saliva de crianças com FC homozigotos para a mutação ?{F 508. Linhas 5 a 8 saliva de
pacientes com FC heterozigotos para a mutação ?ÃF 508. Linhas 9 a 12 saliva de pacientes com FC
não apresentando a mutação ?ûF 508. Linhas de 13 a 16 saliva de indivíduos saudáveis. A seta
indica a presença de uma banda de 38 KDa na saliva dos pacientes com FC.
A análise da saliva total com eletroforese 2-DE foi inicialmente centrada na região
entre 30 e 45 kDa, uma vez que nesta região foi notável a presença de uma banda mais
intensa nas amostras de crianças com FC no gel SDS-PAGE (Figura 1). A Figura 2A, 2B e
2C mostra os géis 2-DE obtidos da saliva dos pacientes: homozigoto para mutação ?F 508,
heterozigoto para mutação ?ËF 508 e indivíduo saudável, respectivamente.


































Figura 2 - IEF pH3-10, seguido de SDS-PAGE 12% corado com prata. Marcador de
massa molecular Mw (kDa) (Low Molecular Weight Calibration Kit - GE Heathcare). Saliva de paciente
FC homozigoto para a mutação ?JF 508 (A) e heterozigoto para a mutação ?JF 508 (B) com spots
presentes na região entre 30 e 45 kDa. Diferente do perfil protéico, na mesma região, do indivíduo
saudável em (C).
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A partir da 2-DE, foram excisados um mínimo de 4 spots intensos (circulo nas fig.
2A e 2B) correspondentes a banda de 38 kDa observado nas salivas dos pacientes com FC
tanto homozigoto como heterozigoto.
Então, peptídeos recuperados de digestões triptídicas em gel desses spots
protéicos foram submetidos a análise por MALDI-MS e MS/MS. Mesmo que registros de
massa aceitáveis fossem obtidos, não foi possível identificar proteina humana no espectro
de massa. Porém, todos os espectros de massa obtidos continham dois picos conservados
em m/z 1836 e 1213, respectivamente, como observado no paciente homozigoto na Figura
3. Após a fragmentação por MS, as proteínas correspondentes aos spots 1, 2, 3 e 4 no gel
2-DE (Figura 2A e 2B) foram identificados como 4 isoformas da região conservada da
cadeia pesada (Ig-alpha) da imunoglobulina A (IgA) como mostrado na Tabela 1 para o spot
3 do paciente homozigoto (Figura 3A).
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Tabela 1 - Número do spot excisado e a proteína identificada por MS/MS











1835.9742 77 43 (Fig 2 A) Igaä gi|113584 38,696 6.08
1213.7170 25 2
Figura 3 - Peptide Mass Fingerprinting (PMF) de proteínas de saliva total de paciente com
FC. PMF foi gerado através do MALDI-TOF-TOF modelo Autoflex II (Bruker) (A) Espectro da
fragmentação do peptídeo triptico [M+H+] m/z = 1835.9742 a partir do spot 3 do paciente homozigoto
para a mutação ? F 508 que foi identificado como uma Ig alpha da cadeia pesada da região C (IgA), a
seqüência identificada foi QEPSQGTTTFAVTSILR (B). Espectro da fragmentação do peptídeo triptico
[M+H+] m/z = 1213.7170 a partir do spot 3 do paciente paciente homozigoto para a mutação ?F 508
que foi identificada como uma Ig alpha da cadeia pesada da região C (IgA), a seqüência identificada
foi WLQGSQELPR (C). Os íons precursors selecionados e enviados para identificação proteica por
MALDI-TOF/TOF estão marcados com um asterisco no PMF spectrum.
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Discussão
O objetivo deste estudo foi a identificação de proteínas diferentemente expressas
que pudessem ser usadas para discriminar a saliva de pacientes com FC em comparação
às de indivíduos saudáveis.
Para obtenção da expressão protéica na saliva, 4 etapas foram seguidas. Na
primeira, realizada somente com o SDS-PAGE, as proteínas foram separadas apenas em
função do seu peso molecular. Foi possível observar uma banda intensa de 38 kDa nos
pacientes com FC (Figura 1), não destacada no grupo controle. Na etapa seguinte realizou-
se a análise 2-DE que combinou uma isofocalização na primeira dimensão (pH 3-10)
seguido por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12%, na segunda. Foi observada uma
diferença de intensidade em alguns spots nos géis dos pacientes com FC correspondante a
banda intensa de 38 kDa (Figura 2). Na terceira etapa, esses spots foram excisados e
digeridos. Por fim, foram analisados por espectrometria de massa. Esses spots
correspondem as isoformas da IgA uma vez que a região conservada da cadeia pesada é
sujeita a modificações pós traducionais do tipo N- and O-glycosylation12.
A IgA é um anticorpo presente no sangue sob a forma monomérica. É a
imunoglobulina predominante em secreções como saliva, lágrima, leite, mucosas dos tratos
gastrintestinal, respiratório e sistema geniturinário. Nestas secreções esta imunoglobulina
tem a forma homo-dimérica, ou seja, constituída por duas moléculas de IgA. Estão unidas
por uma cadeia polipeptídica, que contém uma glicoproteína denominada componente
secretor, cuja função é proteger a molécula das enzimas hidrolíticas (destrutivas), fazendo
desta imunoglubulina a principal defensora do organismo contra invasão viral ou bacteriana
através das mucosas12.
Os pacientes com FC freqüentemente apresentam infecções das vias aéreas
inferiores, uma vez que, os fluidos secretados pelas glândulas desses pacientes são
extremamente espessos, dificultando sua depuração através do batimento ciliar. Nos
indivíduos com FC é bastante peculiar a colonização pela Pseudomonas aeruginosa3. As
mucosas representam a principal via de acesso de patógenos, sendo que a proteção
fornecida pela IgA é de suma importância.
Na saliva de pacientes com FC, a nitidez e intensidade dos spots em géis 2-DE
identificados como IgA (Figura 2A e 2B) revelaram a maior concentração dessa
imunoglobulina, possivelmente porque essas crianças são mais propensas às infecções que
as do grupo controle.
MÁIZ et al (2008)13 mostraram que a maioria dos indivíduos com FC
apresentaram resposta imune a Aspergillus fumigatus and Candida albicans, confirmando a
elevada taxa de exposição dos doentes a estes fungos. A comparação das respostas
imunes dos indivíduos com FC com os indivíduos controle confirmaram e mostraram que os
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pacientes com FC têm níveis significativamente mais elevados de imunoglobulinas séricas
(IgG, IgA, IgM) contra aqueles fungos, como uma resposta à colonização das vias aéreas
inferiores. Os resultados encontrados neste trabalho estão de acordo com as observações
de Maíz et al (2008)13, nas Figuras 1, 2A e 2B é nítida a maior concentração da
imunoglobulina identificada como IgA nos pacientes com FC quando comparada às do
grupo controle.
Para Hein et al (1988 and 1990)14,15 foi evidente o aumentou nas concentrações
IgA secretoras no soro. Os níveis mais elevados foram observados em pacientes com
doença hepática obstrutiva. Os resultados encontrados por esses autores sugerem um
papel relevante na avaliação da IgA na presença de envolvimento hepático em FC. A
analise da saliva por 2-DE e espectrometria de massa, usada na identificação da IgA neste
trabalho, possivelmente poderá ajudar na identificação precoce de manifestações clínicas na
FC, como no caso da doença hepática. Isso pode colaborar para o inicio precoce do
tratamento adequado e prevenção de maiores complicações.
A saliva contém muitos componentes de resposta imune inata e adaptativa,
crucial para a defesa local do hospedeiro16. A interação entre imunidade inata e adaptativa é
pré-requisito para a saúde, uma vez que a mucosa é a porta de entrada para agentes
infecciosos. Os indivíduos com FC apresentam infecções recorrentes. Isto pode justificar
uma alteração significativa dos componentes das respostas imunes e a nítida presença da
IgA encontrada neste trabalho.
Isto também justifica a continuidade do mapeamento da saliva dos indivíduos
com FC e de outras doenças sistêmicas. A analise da saliva total pode ser útil para a
detecção da FC e outras doenças sistêmicas, uma vez que, apresenta componentes tão
representativos como àqueles identificáveis no soro. A avaliação periódica do perfil protéico
pode ser usada, ainda, para o monitoramento do estado de saúde. Uma análise proteômica
global é importante para o entendimento da patogênese das doenças. Alguns
pesquisadores17 têm trabalhado na tentativa de criar um mapa de referências da saliva total
humana e já puderam observar mais de 200 spots de proteínas em um único gel 2-DE18.
Com uma associação de duas técnicas para o estudo do proteôma, Hu et al (2005)19,
catalogaram 309 proteínas da saliva total humana. Entre elas a Ig alpha-1 chain C region,
com massa molecular equivalente a 37631 Da, foi encontrada em indivíduos saudáveis. Nos
spots expressivos, excisionados dos géis das crianças com FC, analisados neste estudo, foi
encontrada também a imunoglobulina Ig alpha-1 chain C region (Tabela 1 e Figura 3). Em
contraste, não foi perceptível spots intensos, que pudessem ser excisionados e analisados
na mesma região do gel do controle. No mapa proteômico construído por Huang et al
(2004)18 202 spots de proteínas da saliva total de humanos saudáveis foram exibidos com a
coloração prata em eletroforese 2-DE. Contudo o autor não cita nem descreve a Ig alpha-1
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chain C region. Das abordagens proteômicas da saliva, este ultimo foi o único a não
mencionar a IgA em indivíduos saudáveis, o que esta de acordo com os resultados aqui
mostrados. As justificativas para a não visualização expressiva nos géis SDS-PAGE e 2-DE
da IgA nos indivíduos saudáveis (Figura 1 e 2C) podem estar relacionadas ao próprio estado
de saúde, ou seja ausência de doença, critério rigorosamente aplicado para inclusão no
grupo controle.
Os resultados desse trabalho mostraram uma diferença na distribuição protéica
na saliva das crianças com FC quando comparados com o grupo controle. Ainda não
podemos concluir se essas alterações estão acontecendo em função de alterações
glandulares provocadas pela mutação no gene CFTR, ou em função das recorrentes
infecções das vias aéreas sofridas pelos FC. A saliva tem sido relatada como um importante
fluído usado em análises clínicas e é possível que ela contenha marcadores protéicos para
o diagnóstico da FC. Para isso, entretanto, mais estudos proteômicos comparativos são
necessário assim como um completo mapeamento das proteínas salivares dos indivíduos
com FC.
Os resultados aqui mostrados permitem inferir que a saliva é um fluido capaz de
demonstrar alterações sistêmicas, o que ficou evidente entre pacientes com FC e indivíduos
saudáveis. Alem disso, é relevante mencionar a facilidade da coleta deste fluido, sem
injúrias ao paciente.
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Resumo
Objetivo: Este estudo teve por objetivo identificar e quantificar elementos traço
presentes na saliva total de 39 crianças, com idade entre 5 e 12 anos, residentes na região
Centro Oeste do Brasil.
Metodos: Os elementos traço Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na,
Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn da saliva total estimulada foram analisados por espectroscopia
de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), espectroscopia de emissão óptica
com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e espectroscopia de absorção atômica
(AAS).
Resultados: Os elementos traço Ba, Cr, Cu, Mn, Ni, Sr, Ti, V, Ar, Se, Hg, foram quantificado
no ICP-MS, Al, Bo, Fe, Mg, Zn, Ca, Na foram quantificados no ICP-OES e o K no AAS. O
Cd, Co, Mo, Pb e Si não foram quantificado, estão seu teores abaixo do limite de detecção.
Conclusões: A saliva apresenta-se como potencial fonte de informação. Muitas alterações
sistêmicas podem envolver o desequilíbrio de elementos traço considerados essenciais a
saúde humana. Os dados obtidos nesse estudo podem corroborar nos estudos de doenças
das glândulas salivares, alterações na cavidade bucal e alterações sistêmicas.
Palavras chave: Saliva estimulada; elementos traço; saliva total.
Abreviações: ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-OES, inductively
coupled plasma-optical emission spectrometry; AAS, atomic absorption spectrometer
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Abstract
Objective: The objective of this study was to identify and quantify trace elements
in whole saliva of 39 children, ages 5 to 12, living in the Brazilian West Central Region.
Methods: Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr,
Ti, V and Zn were analyzed by spectrometry, using inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS), inductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-
OES) and atomic absorption spectrometer (AAS).
Results: Ba, Cr, Cu, Mn, Ni, Sr, Ti, V, Ar, Se, Hg, were quantified in ICP-MS; Al, Bo, Fe, Mg,
Zn, Ca, Na, in ICP-OES; and K in AAS. It was not possible to quantify Cd, Co, Mo, Pb, and
Si because their contents were below the detection limits.
Conclusions: Saliva appears as a potential source of information for clinical purposes. Many
systemic alterations may involve imbalance of trace elements considered essential to human
health. Data generated in this study may corroborate investigations about salivary gland
diseases, alteration in the oral cavity, and systemic alterations.
Key words: Stimulate saliva, trace elements, whole saliva.
Abbreviations: ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-OES,
inductively coupled plasma-optical emission spectrometry; AAS, atomic absorption
spectrometer
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Introdução
A saliva apresenta fatores determinantes para a ocorrência da cárie dentária.
Constantemente têm sido publicados estudos relacionando a atividade de cárie com
parâmetros salivares como pH, capacidade tampão e fluxo salivar. A concentração de
elementos como Ca e Fosfato também é bem relatada. Essas concentrações são
consideradas como fatores protetores da saliva em relação à cárie dentária. A composição
salivar apresenta diversas proteínas com ações antimicrobianas que podem modular a
microbiota bucal. Sendo ainda, um fluido corporal fácil de ser coletado devido ao acesso e
procedimento não invasivo1,2,3,4.
Componentes salivares têm sido usados como fonte de informações em análises
clínicas. Sabe-se que fatores fisiológicos influenciam na composição e no fluxo da saliva,
sendo que muitas doenças são causas comuns de hipossalivação e/ou mudanças na
composição salivar5. Exemplos notórios são os estudos de Pedersen et al (2005)6 que
avaliaram a composição salivar de crianças com a Síndrome de Sjögren Primária (pSS) e
concluiram que a composição salivar é um potencial indicador da disfunção salivar na pSS.
Siqueira et al (2004)7 compararam a concentração de íons na saliva total de
crianças com e sem Síndrome de Down e encontraram diferença significativa na
concentração dos elementos Na e K entre os dois grupos. Por sua vez, Aps et al (2002)8
estudaram eletrólitos na saliva de pacientes com FC encontrando diferenças significativas
entre homozigotos para a mutação (?"F508), heterozigotos para ?"F508 e indivíduos
saudáveis.
Este trabalho propõe-se a investigar os elementos traço e seus respectivos
limites de detecção na saliva total estimulada de crianças saudáveis, além dos comumente
relatados na literatura como coadjuvantes nos processos de atividade de cárie e capacidade
tampão.
Material
Local da realização das atividades
O trabalho foi realizado no Laboratório de Espectroscopia Atômica Aplicada do
Hospital da Universidade Católica de Brasília (LEAA/HUCB) após aprovação pelo Comitê de
Ética em Pesquisa (Protocolo CEP/UCB N° 035/2005). Os procedimentos foram explicados
aos responsáveis pelos indivíduos e um termo de consentimento esclarecido foi previamente
obtido. As amostras de saliva foram coletadas por apenas um pesquisador.
Características da população
Foi coletada saliva total de 43 crianças sadias, 20 do sexo masculino e 23 do
sexo feminino, entre 5 e 12 anos de idade, da Região Centro Oeste do Brasil, tendo sido
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descartadas quatro amostras por não cumprimento aos requisitos estabelecidos: ausência
de doença congênita ou sistêmica, de abscesso dental e de qualquer terapia
medicamentosa.
Procedimento de amostragem
Os indivíduos foram orientados a realizar a higiene oral duas hora antes da coleta
e a não ingerir nenhum alimento ou bebida até o procedimento. A saliva total foi coletada
pela manhã, no mesmo horário, para padronização dos ritmos circadianos. Com os
indivíduos sentados confortavelmente, foi pedido que eles mastigassem um pedaço de
borracha para garrote (05 mm x 10 mm), para estimular a produção da saliva, desprezando-
se a produção dos primeiros 30 segundos. A saliva foi coletada em recipientes plásticos até
o volume de 5 mL, por um tempo máximo de 20 minutos. O total de cada paciente foi
dividido em cinco aliquotas de 1 mL, em tubos eppendorf devidamente identificados,
conservadas em gelo e transportadas ao laboratório, permanecendo em temperatura de -
80°C até a realização dos testes.
Determinação de elementos traço na saliva
Para determinação dos elementos traço Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V,
Mo, As, Se e Hg foi utilizado um espectrômetro modelo ICP-MS (810-MS, Varian, Mulgrave,
Austrália). Na determinação dos elementos traço Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca, Si e Na, foi utilizado
o modelo ICP-OES com configuração radial (Liberty II, Varian, Mulgrave, Austrália) e na
determinação do elemento traço K, o modelo AAS (220FS, Varian, Mulgrave, Austrália). Um
nebulizador do tipo V-Groove e uma câmara de nebulização Sturman-Master foram
empregados para introdução das amostras no ICP-OES, e um nebulizador de vidro
concêntrico foi utilizado para o ICP-MS. As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam as condições
instrumentais utilizadas. Os teores de Carbono residual foram determinados pelo ICP-OES,
de acordo com Gouveia et al (2001)9.
Reagentes e soluções
Todas as soluções foram preparadas com reagentes de grau analítico e os
volumes finais ajustados com água destilada e desionizada (Máxima SC, Elga Bucks, UK).
As vidrarias foram descontaminadas em banho contendo 10% v/v HNO3 por 24 horas.
Soluções de referência foram preparadas a partir de soluções estoque com 1000 mg L-1 de
Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn
(Alpha Resources Inc, Stevensville, MI, EUA). As soluções de referência para determinação
de Carbono residual foram preparadas a partir de solução estoque 50,000 mg L-1 de uréia
(SYNTH P.A.), em água desionizada.
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Digestão de saliva
O procedimento de digestão da saliva, para remoção da porção orgânica, foi
realizado em forno de microondas analítico fechado (Ethos D, Milestone Sorisole, BG, Italy)
sob radiação focalizada com 24 cavidades e frascos de digestão de teflon. As amostras
foram retiradas do congelador e expostas à temperatura ambiente, sem nenhum tipo de
aquecimento. Alíquotas de 1 mL de saliva foram transferidas para os frascos reacionais de
teflon, sendo em seguida adicionando 5 mL de HNO3 concentrado 65% (Merck, Alemanha) e
5 mL de água desionizada. Os frascos foram fechados, transferidos para o equipamento e
foi implantado o programa de aquecimento, conforme Tabela 4. As amostras digeridas foram
diluídas para um volume final de 25 mL com água deionizada e armazenadas em frascos
cônicos de polietileno. Posteriormente, foram diluídas em 1/20 para determinação dos
elementos traço Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V, Mo, As, Se e Hg. A quantificação
doe elementos traço Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca, Si, K e Na foi realizada pela análise direta da
amostra de saliva digerida.
Tabela 1 - Parâmetros operacionais do espectrômetro de massas (ICP-MS)
Potência (kW) 1,34
Fluxo do gás do plasma (L.min-1) 15,9
Fluxo do gás auxiliar (L.min-1) 1,53
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Tabela 2 - Parâmetros operacionais do espectrômetro de emissão ópitica (ICP-
OES)
Potência (kW) 1,0
Fluxo do gás do plasma (L.min-1) 15,0
Fluxo do gás auxiliar (L.min-1) 1,5
Pressão de nebulização (kPa) 200










Tabela 3 - Parâmetros operacionais do espectrômetro de absorção atômica (AAS)
Linha espectral (nm) 766,5
Modo da leitura Emissão
Modo de medida Altura do pico
Tipo de chama ar / Acetileno
Tabela 4 - Programa de aquecimento para digestão de saliva em forno de
microondas analítico fechado com radiação focalizada










Foram analisadas neste estudo amostras de saliva total de 39 crianças
saudáveis, com faixa etária entre 5 e 12 anos. A seleção desses elementos baseou-se nos
limites de detcção e de quantificação dos aparelhos observados em estudo piloto. O limite
de quantificação é uma margem de segurança correspondente a 10 vezes o limite de
detecção do aparelho.
A média quantificada da concentração de elementos traço na saliva de crianças
saudáveis e seus respectivos limites de detecção estão apresentados na Tabela 5. Nas
amostras analisada os elementos Cd, Co, Mo, Pb e Si foram determinados abaixo dos
respectivos limites de detecção.
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Tabela 5. Concentração (média) e limite de detecção de elementos traço





Alumínio 0,17 0,50 0,12
Boro 0,3 0,10 0,01
Bário 0,42 2,35 0,03
Cálcio 37,38 66,88 1,14
Cobre 65,38 71,15 0,01
Ferro 0,18 0,57 0,08
Mercúrio 0,00 0,00 0,18
Magnésio 1,92 1,40 0,07
Manganês 0,01 0,30 0,01
Níquel 17,03 78,25 0,05
Estrôncio 2,08 9,21 0,02
Titânio 1,84 11,25 0,19
Zinco 0,33 1,90 0,03
Arsênio 8,74 11,36 0,05
Cromo 46,75 29,70 0,02
Potássio 983,95 564,85 0,003
Sódio 91,75 76,05 0,08
Selênio 52,84 53,20 0,19
Vanádio 6,00 4,26 0,01
Este estudo detectou 19 elementos traço na saliva total estimilada. O uso dos
diferentes tipos de espectrômetros destacou-se como importante e eficaz para elucidação
da composição inorgânica da saliva. Existe muita diferença na concentração de elementos
traço na saliva e, enquanto alguns apresentam concentrações elevadas, outros aparecem
em quantidades mínimas, podendo os mesmos não serem detectados em função do tipo de
equipamento.
Com base em estudos anteriores10,11,12,13 e considerando que a saliva pode ter
grande importância como material biológico utilizado em análise clínica é válido toda
informação obtida desse fluido corporal. A literatura relata14 sintomas e patologias
relacionadas com o desequilíbrio na homeostase de metais.
Os íons metálicos são necessários para muitas funções vitais no organismo
humano. Principalmente, os elementos Cr, Mn, Co, Ni, e Mo que estão envolvidos em
processos metabólicos na regulação da produção de energia15. A partir do conhecimento da
função biológica e da detcção e quantificação desses elementos essesciais, torna-se
possível detectar e monitorar doenças sistênicas. Portanto, a saliva torna-se alvo das
análises clínicas, pela grande quantidade de componentes e viabilidade de coleta.
Muitos desses elementos podem estar alterados na presença de doenças
sistêmicas. Os elementos Na, K e Fosfato apresentam-se com diferença estatística
significativa em crianças portadoras de Fibrose Cística e crianças saudáveis8. Em crianças
portadoras de Síndrome de Down o elemento Na encontrado na saliva apresenta-se em
maior concentração quando comparado a saliva de crianças sem a síndrome7.
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A presença dos principais elementos plasmáticos na saliva (Na, K, Ca, Cl, HNO3-)
já foram descritos por vários autores2,5. Contudo, os resultados deste trabalho abrem
perspectivas para que outros elementos possam também ser avaliados e descritos,
considerando o avanço tecnológico de equipamentos usados para detecção e quantificação
de elementos traço, como os aparelhos utilizados neste trabalho.
A saliva não pode ser considerada apenas de interesse odontológico ou
relevante somente aos estudos de doenças bucais. Deve ser considerada a facilidade da
coleta, principalmente em crianças, dispensando o uso de material perfuro cortante. Embora
seja conhecido que o processo de formação de saliva é complexo e sofre influências
diversas16, é possível padronizar a coleta seguindo regras básicas para obtenção desse
fluido.
Na literatura recente17,18,19 foi observado que muitos laboratórios estão realizando
estudos com a saliva. Acreditamos que os resultados obtidos neste estudo, assim como a
metodologia utilizada, podem ser úteis em estudos futuros.
Além da composição inorgânica avaliada neste trabalho, a composição protéica
possibilita muitas informações que podem indicar alterações locais na cavidade oral e
sistêmicas. Ruhl et al (2005)20 estudaram as proteínas na saliva total de bebês,
mensalmente, durante os primeiros doze meses de vida e observou que a maioria das
proteínas salivares é expressa logo no primeiro mês de vida, mantendo um padrão durante
esse período, com exceção da mucina e albumina. O estudo foi realizado utilizando a
eletroforese em gel de poliacrilamida, conhecida por SDS-PAGE, onde é possível a
separação protéica em função das massas moleculares. Alguns pesquisadores19,20 estão
elaborando um mapa proteômico da saliva humana, para tanto, utilizam recursos como a
eletroforese bidimensional (2-DE) aliada a espectrometria de massa. A somatória desses
estudos poderá elucidar muitas manifestações orais e sistêmicas que afetam os humanos.
Sugerimos que estudos posteriores correlacionem a composição orgânica e inorgânica da
saliva.
Conclusões
Os resultados deste trabalho permitiram inferir que a saliva é fonte potencial para
análises clínicas e contém um grande número de elementos que podem ser quantificado,
considerando o desenvolvimento de técnicas e equipamentos. Os teores desses elementos,
aumentados ou diminuídos no organismo, podem ser indicativos de alterações sistêmicas.
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Considerações Finais e Perspectivas
§ O conjunto de análises da saliva por espectroscopia possibilitou a identificação de 6
elementos traço com diferença significativa entre indivíduos com Fibrose Cística e indivíduos
saudáveis
§ Os elementos essencais desenvolvem diferentes funções no organismo humano e a
relação dos teores desses elementos (aumentado ou diminuído) com manifestações clínicas
apresentadas pelos indivíduos com Fibrose Cística é condizente com a literatura.
§ A análise da saliva por SDS-PAGE direcionou o estudo protéico com eletroforese 2-
DE, que por sua vez, possibilitou a seleção de spots presentes apenas em crianças com FC.
§ A análise por espectrometria de massa dos spots excisados dos géis de crianças com
FC resultou na identificação da IgA, dados confirmados com o banco de dados do genoma
humano na biblioteca da NCBi
§ Esta imunoglobulina tem função bem descrita na literatura e sua ocorrência nos
indivíduos com Fibrose Cística possivelmente é em função da pré-disposição dos FC à
recorrentes infecções das vias aéreas.
§ Com as avançadas tecnologias de espectroscopia e proteômica, é possível que no
futuro possa ser estabelecido um modelo de diagnóstico para a Fibrose Cística, utilizando a
saliva como material biológico, e a descoberta de biomarcadores da doença nesse fluído.
Mais estudos serão necessários para mapear a grande variedade de spots e encontrar
proteínas ou frações peptídicas que se tornem alvos para o diagnóstico da FC. Esta é a
primeira descrição, com a proteômica, entre a saliva de portadores de fibrose cística e
indivíduos saudáveis.
§ Estudos devem procurar maneiras de recompor a homeostase, equilibrando a
deficiência dos elementos essenciais o que pode influenciar nas manifestações clínicas da
Fibrose Cística.
§ As perspectivas, a partir deste estudo, é que a saliva possa tornar-se um meio de
monitoramento da Fibrose Cística. E que seja desenvolvido um modelo de diagnóstico da
doença através da saliva. O que traria o benefício do diagnóstico precoce e melhora na
qualidade de vida desses pacientes.
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